
















































ACF Auto Correlation Function/自己相関関数
bf Basal Foot
CBF Ciliary Beat Frequency/繊毛運動周波数
CCD Charge Coupled Device/電荷結合素子




ECM Extra Cellular Matrix/細胞外基質




PBS Phosphate Buffered Saline/リン酸緩衝生理食塩水
PCP Planar Cell Polarity/平面内細胞極性
Pk　 Prickle (タンパク質名)
ROI Region Of Interest/関心領域
RT-PCR Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction/逆転写ポリメラーゼ連鎖反応
TEM Transmission Electron Microscopy/透過型電子顕微鏡
Vang Van Gogh (タンパク質名)
Vangl Van Gogh like (タンパク質名)
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同定された (表 1.1) (1,9,10)。野生型のショウジョウバエの翅においては、各々の上皮細胞は翅全体
の遠近軸に沿って、細胞遠位端に翅毛と呼ばれる突起を形成する (図 1.2A, B)。しかし、これらの遺
伝子を欠損すると翅毛の伸長方向が乱れ、平面内での細胞極性の方向が統一されなくなる (図 1.2C)。
TreeらはこれらのPCPに関連するPCP因子を３つのモジュールにクラス分けしPCP形成機構を説





い (図 1.3B下段)。Globalモジュールに属すDachsous (Ds)は、翅上皮において近位側から遠位側に
かけて発現勾配があり、一方 Four-jointed (Fj)はそれとは逆に遠位側から近位側にかけて発現勾配











いう。(C, D)様々な生き物で見られる PCP。(C)生後 21日目 (P21)のマウス脳室壁上衣細胞の運動
性繊毛。矢印は繊毛が倒れている方向を示しており、細胞間で方向性がそろえられている。Bar = 5
µm (D)ショウジョウバエ成虫腹部の側板 (pleuron)。各上皮細胞は細胞外にクチクラを分泌し、一本
ずつクチクラ突起 (cuticular hair)を持ち、その先端は体軸の後方 (図の下側)を向いている。
(B)は (6)、(C)は (7)、(D)は (8)よりそれぞれ引用。
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の翅上皮で、Vang gogh (Vang)、Prickle (Pk)、Flamingo (Fmi)が近位側の二つの膜ドメインに局
在し、Frizzled (Fz)、Dishevelled (Dsh)、Diego (Dgo)、Fmiが遠位側の二つの膜ドメインに局在し
(図 1.3C下段)、二つの非対称なタンパク質複合体を成す。分子メカニズムの詳細は不明であるが、細
胞境界において一方のタンパク質複合体が隣接する細胞の異なるタンパク質複合体をリクルートする
ことなどによって、細胞間で positive feedbackがおき、統一された PCPが形成されると考えられて
いる (図 1.3D(2, 4)) (5,9,10)。また、上皮細胞の頂部付近に中心体非依存的な微小管が極性を持って
配向しており、この極性に沿って Fzや Fmiを含む小胞が各々の上皮細胞内において翅の遠位側に向





図 1.3 ショウジョウバエ翅上皮での PCP形成機構モデル
(A) PCP形成機構モデルとPCP因子の 3つのモジュール。詳細は本文参照。(B) Globalモジュール
に属す PCP因子の発現パターンと変異体の表現型。翅上皮でのDsと Fjの発現 (上・中段)と ds変
異体の表現型 (下段)。AP：After Pupariation 蛹化後。(C) Coreモジュールに属す PCP因子の細胞
内局在と変異体の表現型。fzの変異体の表現型 (上段)、Fz::GFP (Green Fluorescent Protein; 緑色
蛍光タンパク質)の翅上皮での局在 (下段左)と PCP因子の局在パターンの模式図 (下段右)。翅毛は





(B)は (13)、(C)は (14)、(D)は (9)よりそれぞれ引用。
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タンパク質名
ショウジョウバエ マウスホモログ タンパク質の特徴 モジュール
Fat (Ft) Fat1-4 1回膜貫通型の非典型的カドヘリン Global
Dachsous (Ds) Dachsous (Dchs)1/2 1回膜貫通型の非典型的カドヘリン Global
Four-jointed (Fj) Fjx 1回膜貫通型ゴルジキナーゼ Global
Flamingo (Fmi) Celsr1–3 7回膜貫通型の非典型的カドヘリン Core
Frizzled (Fz) Frizzled (Fz) 3/6/7 7回膜貫通型受容体 Core
Dishevelled (Dsh) Dishevelled (Dvl) 1–3 マルチドメイン細胞質タンパク質 Core
Diego (Dgo) Inversin Ankyrinリピートを持つタンパク質 Core
Van gogh (Vang) Van Gogh-like (Vangl) 1/2 4回膜貫通型タンパク質 Core
Prickle (Pk) Prickle(Pk)1/2 マルチドメイン細胞質タンパク質 Core
Rho1 RhoA 低分子量GTP結合タンパク質 Readout
Drok Rok/Rock Rho関連キナーゼ Readout
Inturned (In) Inturned 膜タンパク質 Readout
Fuzzy (Fy) Fuzzy 膜タンパク質 Readout










ジュールに属す遺伝子であるFz、Dvl (Dishevelled)、Vangl (Van Gogh like)、Pk、Celsrのいずれの
遺伝子の変異体も不動毛の向きが揃わなくなり、一部では平衡感覚に異常が生じる (図 1.4A) (25,26)。
皮膚の毛嚢細胞においても、Coreモジュールに属するショウジョウバエの PCP遺伝子のいくつか
のマウスホモログのタンパク質が、ショウジョウバエで見られたような特異的な局在パターンを示











受精後 15.5日目マウス胚。Bar = 10 µm




造を持ち、基底小体が上皮細胞の頂部に結合することによって繊毛形成は始まる (図 1.5A) (35,36)。
結合後、繊毛が伸長されていくが、繊毛形成初期では分泌液の流れはなく、繊毛形成と共に流れが作
り出されると考えられる。分泌液の流れの方向は繊毛運動の有効打の向きと一致する。繊毛運動の有
効打方向は、基底小体に付属する basal foot (bf)と呼ばれる電子密度の高い構造の方向と一致してお
り、電子顕微鏡によって得られる超微細構造で判別することができる (37)。マウスの脳室壁上衣細
胞、ツメガエルの表皮やウズラの卵管上皮において、繊毛形成初期で bfの方向性が細胞内で揃って
おらず、形成が進むにつれて揃い、分泌液の流れが生まれる (図 1.5B) (30, 38, 39)。繊毛の有効打方
向は分泌液の流れによる positive feedback (30, 38)と、PCP因子によって制御されていると考えら
れており、ツメガエル胚の表皮ではCoreモジュールのPCP因子の機能阻害によって細胞間での繊毛




1.1.4 7回膜貫通型カドヘリン Flamingo / Celsr
Flamingo (fmi) は７回膜貫通領域をもつカドヘリンスーパーファミリーの分子として、私が所属す
る研究室の碓井らによって同定された分子であり (12)、starry night (stan)とも呼ばれている (41)。
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図 1.5 運動性多繊毛細胞の繊毛形成と PCP
(A)繊毛形成の模式図。細胞質で基底小体 (Basal body)が形成され、アクチン等と複合体をつくり
上皮細胞の頂端面に運ばれ結合する。その後、繊毛が伸長し、basal foot (bf) や striated rootlet (sr)
といった微細構造で判断される繊毛の極性が平面内でそろう。(B)ウズラの卵管上皮の繊毛の透過型
電子顕微鏡像。基底小体が頂端面に結合してすぐの初期では繊毛は短く、矢じり、矢印で示された bf
の向きもそろっていないが (左)、繊毛形成が進むにつれ bfの極性がそろう (右)。Bar = 0.80 µm (上
段)、0.37 µm (下段)。mf：microfilament、mt：微小管。そのほかの記号：不明。(C)マウスの脳室
壁上皮で PCP因子の一つであるVangl2タンパク質は細胞膜上で非対称に局在する (矢印）。






fmi相同遺伝子は哺乳類では３種存在し、Celsr 1–3 (Cadherin EGF LAG seven-pass G-type Re-
ceptor)と呼ばれている (12, 45, 46)。Celsrタンパク質は約 3000アミノ酸からなる巨大分子であり、
細胞外ドメインにカドヘリンリピートを９個持ち、他に EGFドメイン、ラミニンGドメインと、７
回膜貫通レセプターのファミリーに共通したHormR (Hormone Receptor) ドメインとGPS (GPCR







































回湾曲している (図 1.8A) (53, 59)。漏斗部–膨大部の卵管上皮は約 17–19個のヒダ状の構造をつく
り (59)、このようなヒダ構造は鳥類、両生類、哺乳類で広く見られる (53, 60, 61)。マウス卵管上皮
のヒダ構造は卵巣―子宮軸 (L軸; Longitudinal axis)に対して平行に真っ直ぐ伸びている (図 1.8B)。



















出生前の発生 卵管、子宮を含む雌性生殖管はミュラー管 (Mu¨llerian duct)/中腎傍管 (paramesonephric
duct)に発生の起源を持つ。受精後 9.5日目 (E9.5)のマウス胚では、雌雄いずれにおいても、中間中
胚葉よりウォルフ管 (Wolffian duct)/中腎管 (mesonephric duct)が形成され、E11.75ではミュラー
管が中腎上皮 (mesonephric epithelium)より陥入して形成される (53,64)。この際の陥入は、開放端
を持つ管を形成し、開放端は後の卵管采となる (53,65)。陥入後はミュラー管、ウォルフ管はいずれ
も尿生殖洞 (urogenital sinus)へ向かって管が後方に伸長し、両管は隣接したまま E13.5まで発生が










ヒダ構造の形成 ヒダ構造には２種類あることが知られており、上皮のみのヒダ (epithelial fold)と
間質の陥入を伴うヒダ (fold with stroma)である (図 1.10A) (59)。これらのヒダはいずれも卵巣–子宮
軸に平行に形成される。上皮のみのヒダの一部では肥厚した上皮が見られ、核が一列に並ばない (図
1.10B)。一方、間質の陥入を伴うヒダでは、上皮の基底面側に間質が入り込み、基底面が頂端面側に




がドームを形成している細胞が多い (図 1.11) (67, 小紘司博士)。発生が進むにつれて、頂端面がドー
ムを形成している細胞の割合は減り、多繊毛細胞の割合が P2での 6%から 11週齢では 76%に上昇す




繊毛運動周波数 (CBF; Ciliary beat frequency)は繊毛活性を測る有用な指標である。CBFを測定
する複数の方法が開発されている (68)。古典的な方法はストロボスコープがCBFと同調することや




(A)ヘマトキシリン・エオジン染色したP2の卵管の切片。Bar = 50µm. (B)卵管上皮のスケッチ。上
皮のみのヒダでは、通常の上皮シート (左)に比べて、細胞層の厚さが増し、核が一列に並ばないこと
がある (右)。(C)発生過程における断面あたりのヒダの数。卵管漏斗付近の切片の結果をまとめた。






ン (赤)は Phalloidin、核 (青)は Hoechstによりそれぞれ可視化された。共焦点顕微鏡で観察し、最
大輝度投影図を示した。o: 卵巣側、u: 子宮側。数字は (B)で分類したタイプの細胞の代表例を示す。







(A)繊毛運動の動画の光学密度 (OD)は周期的に変動する。1フレーム＝ 5ミリ秒。(B) (A)のODプ
ロットを nフレームずらしたときの自己相関値。矢印は最初の極大値を示す (n = 30)。この例の場合
は CBFは 200/30 = 6.7(Hz)と計算される。
Region of interest)の光学密度 (OD; Optical density) (輝度の平均値)の時間に対する変化を用いて
処理することはよく用いられている方法である (74, 75)。CBFは ODの時間変化に対する高速フー




CBFはヒトの気管と卵管でよく調べられている。ヒトの卵管の CBFの値は 5–20 Hzの広い範囲
で報告されており (77–79)、この差異は測定に用いた方法の違いに由るものである可能性がある。月
経周期に応じて CBFが変化するかどうかは見解が一致していない。ウサギの卵管では、卵が子宮方


























マウス卵管の漏斗を切り出して管が伸びている L軸 (Longitudinal axis)に沿って切開し、現れた
内腔の上皮を hanging-drop法を使用して、高速度CCDカメラを用いて秒速 200フレームで 2.5秒間
で撮影した (図 2.1)。卵管上皮の繊毛は子宮側にのみ大きく倒れ、平面内で繊毛細胞の極性がそろっ
ていた (図 2.2A, B)。繊毛が折り返すタイミングを目視で測定したところ、多繊毛細胞の繊毛往復運
動は非対称で、子宮側に向かう有効打は卵巣側へ向かう回復打よりも 2–3倍速かった (図 2.2C)。
2.1.2 自己相関関数を用いた繊毛運動周波数の測定
取得した動画より、繊毛に焦点があっている ROI (Region Of Interest; 関心領域) (20ピクセル
(3.7µm)× 20ピクセル;上皮細胞の頂端面の面積の約 1/3–1/4)を選びCBFを測定した。CBFの測定
にはそれぞれのROIのOD (Optical Density; 光学密度)が時間に対して、CBFと協調する形で周期
的に変化することを利用し、自己相関解析を行った (図 1.12)。自己相関値のプロットが最初の極大値
をとるとき、OD(t) (tは時間)はちょうど 1周期分ずれていると見なすことができ、その時間を繊毛
運動の周期とした。観察環境の安定性を調べるため、同じ視野で 1分間隔で 11回動画 (各動画は 500
フレーム/秒で 2.5秒間撮影)を取得してCBFを測定したところ、時間内で顕著なCBFの変化は見ら
れなかった (図 2.3) (n = 3)。卵管上皮を解剖する際の影響でいくつかの領域で繊毛が運動しなくなっ
たが、多くの繊毛は 30分以上運動し続けた。これらの結果は繊毛運動が安定した環境で観察できてい
ることを示唆する。また、PBS (-), PBS (+), DH (Dulbecco’s Modified of Eagle’s Medium/Ham’s
F–12 (1:1))の 3種類の培地で CBFを測定したが、顕著な差は認められなかった (表 2.1)。以降の実
験では PBS (-)を培地として用いた。
培地 平均 CBF(Hz) 標準偏差 サンプル数
PBS (-) 9.7 2.3 3卵管 363箇所
PBS (+) 11.5 3.9 3卵管 351箇所
DH* 10.4 4.9 2卵管 228箇所
*Dulbecco’s Modified of Eagle’s Medium/Ham’s F–12 (1:1)


















なるシンボル (▲, ■, ◆)は異なる卵管での測定を示している (n=3)。代表的なOD(t)や、自己相関
関数のプロットについては図 1.12参照
2.1.3 卵管上皮の繊毛運動周波数
卵管の漏斗上皮の繊毛運動の動画から計 2400 ROIを選び CBFを測定した。最初の極大値での自














CBFは発情間期 (排卵前)で 10.9±3.3 Hz、発情期 (排卵後)で 8.5±2.5 Hzであった (平均 ±標準偏







図 2.4 卵管上皮の CBF
(A, B) 繊毛は局所的に高い周期性を持つ運動をするが、周期 (５ミリ秒)は卵管上皮内で部位ごとに、
2.5秒の間では、固有の異なる値をとった。(A)自己相関関数の最初の極大値の分布 (n = 1810; ビン
幅 = 0.1)。 (B) CBFの卵管上皮での分布。白い四角の ROIで平均ODを測定し、自己相関値が最
初の極大値をとるときのずらしたフレーム数 (１フレームは５ミリ秒に相当)を表した。例えば左上
の “33”では 33× 5 = 165ミリ秒が周期であることを表す。数字がない四角は自己相関関数の最初の
極大値が 0.2以下で、CBF測定が有効ではなかったことを示す。Bar = 10µm (C, D)異なる性周期
における卵管上皮の CBFの比較。(C) (発情)間期と発情期における CBFの平均。間期と発情期で
それぞれ 1200回CBFの測定を行い、有効測定数はそれぞれ 931、879だった (n =マウス 4匹、8卵
管/各性周期)。*は対応のない両側 t検定で P < 0.0001であったことを示す。(D)各性周期における
CBFの分布。各階級に含まれる測定数の有効測定数に対する割合を示した。
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マウス 卵管 平均 (Hz) 標準偏差 有効測定数 膨大部の卵
発情間期 A1 1 10.8 3.3 105
2 10.7 3.1 123
A2 1 12.9 2.0 116
2 13.9 3.3 131
A3 1 10.0 2.3 122
2 10.6 2.0 123
A4 1 7.5 4.3 78
2 9.7 1.7 133
計 10.9 3.3 931
発情期 B1 1 8.2 1.5 126
2 7.1 2.1 130
B2 1 8.4 3.6 97 +
2 10.3 1.7 116 +
B3 1 9.8 1.7 121 +
2 8.2 2.0 106 +
B4 1 8.1 2.4 98 +
2 7.4 3.5 85 +
計 8.5 2.5 879
+は膨大部に卵があった卵管であることを示す。



















向を示す。四角で囲まれた領域の高倍率像を (C)と (D)に示す。(C)卵管上皮に接着した COCが卵



































近年、マウス卵管のCBFが23.3±3.8 Hzであることが報告され (86)、これは本研究の結果 (10.9±3.3











際のCBFの上昇は 20%に満たない (82)。本研究ではマウス卵管の漏斗のCBFが、発情期で 8.5±2.5










投与量でエストラジオールは CBFを上昇させ、低い投与量では CBFを降下させる一方 (87)、プロ



















高く (59)、繊毛形成は少なくとも 3週齢まで持続的に行われる (67, 小松紘司博士)。繊毛運動は卵
巣–子宮軸 (以降 L軸)に沿って行われており、平面内細胞極性 (PCP)の形態の一つであるといえる。
RT-PCR法を用いて成熟したマウス卵管において、既知の PCP因子の発現を調べた所、Celsr1, -2、
Vangl1, -2、Dvl1, -2、Pk2, -3、Fz1, 2, 3, 6, -8、Ptk7の発現が検出された (67, 小松紘司博士)。そ
こで Celsr1に着目して更なる解析を行った。卵管を輪切りの方向で切片を作成し、免疫染色を用い
て Celsr1タンパク質の局在を調べた所、Celsr1が上皮のみに発現し、上皮の基部側の間質では発現
が認められなかった (図 3.1) (67, 小松紘司博士)。次に、卵管を L軸に沿って開き、上皮の頂端面を
観察した (図 2.1A)。
Celsr1タンパク質は、Phalloidinによって可視化された F–アクチンが多く存在する頂端面より少
し基底面側の上皮細胞の側面 (Lateral side)に局在した (図 3.2)。繊毛細胞同士の細胞境界のみなら
ず、繊毛細胞と非繊毛細胞の境界にも局在した (図 3.3)。非繊毛細胞同士の境界おいては、Celsr1の
シグナルは弱かった。
次に、いくつかの発生ステージのマウス卵管をCelsr1抗体で免疫染色した (図 3.4A–C) (67, 小松紘
司博士)。P2(出生後 2日目)から Celsr1タンパク質は細胞境界付近に局在し、成熟したマウスでは、











ターンを示したことから (図 3.5A, B)、卵管上皮においても、PCP因子が細胞内局在の偏りを介して
PCPを制御することが示唆された。
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図 3.1 卵管の輪切り方向切片の Celsr1免疫染色図
(A–D)卵管の輪切り方向切片の Celsr1免疫染色図。Celsr1は緑、F–アクチン (Phalloidin染色)は
赤、核 (Hoechst)は青で示した。(B)は (A)、(D)は (C)のシングルチャネル画像。Celsr1+/−マウス


















図 3.4 マウス卵管発生過程における Celsr1タンパク質の局在
(A) Celsr1は緑、F–アクチン (Phalloidin染色)は赤で示した。 (B, C) (A)図の四角で示した領域の高
解像度図。Celsr1は (B)、F–アクチンは (C)に示した。Lは管の伸びている方向 (Longitudinal axis)、






の円は 50%を示す。各発生ステージで解析された細胞数は 630 (P2; 出生後 2日目)、339 (P5)、480











ることが示唆された (図 3.1C, D、図 3.5C, D)。
次に、繊毛運動の方向性を調べた。野生型のマウス卵管では、繊毛が卵管の L軸方向に沿って運動
し (図 3.6A)、卵の輸送を可能にする (本論文 2.1.4)。繊毛運動の輸送能を調べるために、蛍光ビーズ
を L方向に沿って開かれた卵管の上皮の上に置いたところ、ビーズはヒダ構造に沿って子宮方向へと
輸送された (図 3.6C)。繊毛運動の方向性を決定づける構造的基礎についても調べた。9+2の微小管
構造をもつ運動性繊毛では、有効打の方向と basal foot構造 (bf)の方向性が同じであることが知られ
ている (37)。卵管上皮を透過型電子顕微鏡 (TEM)で観察したところ、細胞内、あるいは細胞間で bf
が同じ方向に揃えられていることが分かった (図 3.7A, A’)。
Celsr1−/− マウスでは、多繊毛細胞の割合は、野生型と同程度であった (図 3.7C)。また、繊毛の






図 3.6 野生型 (WT)と Celsr1変異マウスにおける卵管上皮の繊毛運動の極性
(A, B) 野生型 (A)とCelsr1−/−マウス (B)の卵管上皮の繊毛運動。15–17wのマウスの卵管を L軸に
沿って開き、高速度カメラを用いて繊毛運動を観察した。矢印はそれぞれの領域で観察された繊毛運
動の有効打の方向を示し、赤矢印はヒダ構造の方向に沿っていない繊毛運動の方向を示す。実験はそ
れぞれ 4つの卵管に対して行われた。 (C, D) 野生型 (C)とCelsr1−/−マウス (D)の卵管上皮に蛍光
ビーズを置いて、1.5秒毎に画像を取得し、時系列の画像を重ねた。実験はそれぞれ 4つの卵管に対














図 3.7 野生型 (WT)と Celsr1変異マウスにおける卵管上皮の繊毛の表現型
(A, B) 野生型 (A)とCelsr1−/−マウス (B)の卵管上皮の透過型電子顕微鏡像。(A’, B’) 矢印は各繊毛
の basal foot (bf, 円形の基底小体に付属する突起)の角度を示す。n =各 2卵管。上皮構造が湾曲し
ているため、同一切片上にある bfのみ見えている。(C) 11wマウス卵管上皮の繊毛細胞の割合。n =
各 5匹。(D) 繊毛の共焦点顕微鏡像。(E)電子顕微鏡像より求めた繊毛密度。n =27細胞 (WT)、26
細胞 (Celsr1−/−)。(F) 各細胞内の basal footの角度の円統計における分散。得られた電子顕微鏡像




Bar = 1µm (A, B), 10µm (D)
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図 3.8 野生型 (WT)と Celsr1変異マウスにおける細胞骨格ネットワークの表現型
透過型電子顕微鏡でとらえた卵管上皮頂端面直下の細胞骨格ネットワーク (矢印)。Bar = 500nm














かった (図 3.4C, 3.10A)。そこで、出生後の発生過程に沿った細胞形態の変遷を調べた (図 3.10)。野
生型では、頂端面の最長径／最短径の比の値の平均が P5で 1.8を超え、この時期においても、細胞







図 3.9 野生型 (WT)と Celsr1変異マウスにおける卵管漏斗の発生過程
野生型 (WT)マウス (A, C, E)と、Celsr1−/−変異マウス (B, D, F)の卵管を、L軸方向に沿って開


















する周りの野生型細胞に比べて、細胞形態の伸長度合が低く (図 3.12B, C)、細胞の長軸の方向もヒ





















(A, B) Phalloidin染色 (赤)と抗アセチル化チューブリン抗体 (緑)による免疫染色図の共焦点顕微鏡
像。 野生型 (WT)マウス (A)、および Celsr1−/−変異マウス (B)の卵管上皮が用いられた。各図の
右上に拡大図を示した。Pはヒダ構造に平行 (parallel)な方向を示し、Vはヒダ構造に垂直 (vertical)
な方向を示す。最大輝度投影図を示した。Bar = 10µm (C) 各発生ステージの上皮細胞の頂端面の
最長径/最短径の比。棒グラフは平均値±標準誤差を示す。(D)各発生ステージの上皮細胞の頂端面
の長軸が向く方向 (major angle)の分布。P、Vはそれぞれヒダ構造に平行、あるいは垂直な方向を
示す。解析に用いた細胞数は P5 (581, 680; 野生型, 変異体)、P9 (438, 250)、P11 (292, 277)、P17
(131, 117)、11w (456, 501)。
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図 3.11 野生型細胞のモザイク解析における細胞形態とヒダ構造
(i, ii) 共焦点顕微鏡で得られた 3週齢キメラマウス卵管上皮の Phalloidin染色の最大輝度投影図。
Phalloidinシグナルはそれぞれ赤 (i)、白 (ii)で示されている。野生型 (Celsr1+/+)細胞クローンは






































































Slc:ICR系統 (日本エスエルシー株式会社)のマウスを用いた。2.1.3では 8–12週齢のメスの Slc:ICR





室で 12時間明、12時間暗の光条件で 22±1◦C、SPF (Specific Pathogen Free; 特定された微生物や
寄生虫が存在しない)環境で飼育された。
4.1.1 変異マウス
Celsr1 変異マウス Celsr1 変異マウスは Fadel Tissir 博士、Andre´ Goffinet 博士らより分与され
た (50)。Celsr1−/− マウスと比較するための野生型 (WT)マウスは、Celsr1+/− 同士の交配によっ
て得られた Celsr1+/+ マウスを用いた。図 3.1では対照実験として Celsr1+/− マウスを用いたが、
Celsr1+/−マウスと Celsr1+/+マウスの卵管の間には、顕著な違いは見られなかった
変異アリルは 612, 615プライマー (表 4.3, 以下省略)によって増幅される 592bpの配列で判定し、
野生型アリルは 612, 613プライマーによって増幅される 389bpの配列で判定した。PCRは尾より得
られたDNAに対し、ポリメラーゼMightyAmp (タカラバイオ株式会社)を用いて行った。
Rosa26 Histone-2B-EGFPノックインマウス Histone-2B-EGFPを Rosa26プロモータ下で発
現するマウスは藤森 俊彦博士らによって作出され、既に報告された系統である (102)。Rosa26ノッ




採卵 3日前の午後 5時に 5U/匹のPMS (pregnant mare’s serum/妊馬血清)を、48時間後に 5U/匹







Celsr1+/−マウスと Celsr1+/−; R26-H2B-EGFP−/−マウスとを掛け合わせ、胚盤胞より ES細胞
(Embryonic Stem; 胚性幹細胞)株を以前報告されている方法の改変版を用いて樹立した (103–105)。
簡潔に述べると、E3.5胚 (受精後 3.5日目胚)をMEF (Mouse Embryonic Fibroblast; マウス胚性線維
芽細胞)フィーダー細胞 (株式会社リプロセル)の上に置き、2i培地 (ESGRO complete basal medium
(Millipore) に 0.4µM PD0325901 (Cayman chemical, U.S.A.)、3µM CHIR99021 (和光純薬工業株式
会社) 、1000 unit/ml LIF (Leukemia Inhibitory Factor) (Millipore)を添加した培地)で培養した。















理食塩水 (PBS (-)、もしくは PBS; Phosphate Buffer Saline)に入れた。切り出した漏斗を管に沿っ
て開き (図 2.1A)、カバーグラスの上に用意した 37◦C PBS (-)のドロップの中に入れ、内腔に面した
上皮がカバーグラスに向くようにした。組織の解剖は卵管の上皮を傷つけないよう丁寧に行われた。
ドロップが乗ったカバーグラスを反転し、37◦Cに温めた時計皿の上に乗せ、カバーグラス越しに繊
毛運動を観察した (図 2.1B)。時計皿の中には 37◦Cに温めた水をいれ、ドロップが乾かないようにし
た。1mM Ca2+・Mg2+を含むPBS (+)とDH (Dulbecco’s Modified of Eagle’s Medium/Ham’s F12
(1:1))も培地として用いたが、CBFに大きな影響は与えなかったため (表 2.1)、以降の実験ではPBS
(-)を培地として用いた。
動画は 40倍対物レンズを装着した正立顕微鏡 (BX70, オリンパス株式会社)とデジタル高速度CCD
カメラ (HAS-220, 株式会社ディテクト)を用いて、200フレーム/秒 (5ミリ秒/フレーム)で 2.5秒間




画像は ImageJ (Rasband, W.S., National Institutes of Health, USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/)
を用いて処理した。繊毛運動を含む 20ピクセル四方の領域 (13.7µm2に相当)を取得された動画より
選択し、ODを各フレームで計算し、時間に対する ODの関数 ODF(t) (= 本文中の OD(t))を得た
(図 1.12A)。CBFは ODFの時間軸に対するずれで求められる自己相関関数 (ACF)によって計算し
た。nフレームずらしたときのACFの値は：




で求められる。ただし、σ2 = ODF(t)(1 ≤ t ≤ 500)の分散、m = ODF(t)(1 ≤ t ≤ 500)の平均。
ODF(t)が一定の周期で変化するとき、ACF(n)も周期的に変化する。ACF(n)が最初の極大値をと
るときのずれフレームが、ODF(t)の周期に相当する (図 1.12B)。そこで、最初の極小値をとるずれ
フレームを、ACF(n) < ACF(n+1) < ACF(n+2)を満たす最小の nを n0とし、最初の極大値をと
るずれフレームを、ACF(n) > ACF(n+1) > ACF(n+2)を満たす最小の n (n0 < n < 500)を n1と
し、これらを自動的に計算した。画像は 200フレーム／秒で取得されたため、周期を n1/200秒、周
波数を 200/n1(Hz)とした。
それぞれの動画に対して 25ヶ所の ROIを選択して CBFを測定した。ACF(n1) ≥ 0.2を満たす測
定ではODF(t)が周期的に変化しないことが多かったため、ACF(n1) > 0.2を満たした測定のみを有
効な測定と見なした。この閾値 (0.2)は数学的ではなく、経験的に定められた。CBF測定の安定性を
調べた実験では (図 2.3)、1分間隔で同一視野に対して CBF測定を 11回行った。このときに組織が
わずかに移動してずれることがあったが、同一 ROIで CBFを測定するために、ImageJのプラグイ
ン StackReg (107, http://bigwww.epfl.ch/thevenaz/stackreg/)を用いて組織のずれの影響を打ち消
した。
4.3.3 卵管による卵の輸送
過排卵処理した slc:ICR系統のメスマウスより、採卵日の午後 2時に卵丘細胞に包まれた卵 (COC)
を取り出し、BSAを添加したKSOM培地 (MR-020P, Millipore)の中に置いた。別個体の slc:ICR系
統メスマウスの卵管の漏斗を、管に沿って開いてPBSの中に入れ、COCを采の付近 (卵巣側の端)に
置いた。画像は実体顕微鏡 (Leica MZ-FLIII)とAxioCam (Carl Zeiss)を用いて取得した。
4.4 野生型とCelsr1変異マウスの卵管上皮の繊毛運動の観察
観察は小松紘司博士によって行われた。漏斗領域を切出し、縦に開いた後、スライドグラス上にパ






Microspheres, 15 µm, Invitrogen, #F21010)を置き、実体顕微鏡 (MZFLIII, Leica)を通して CCD
カメラ (DP72, オリンパス) で撮影した。
4.6 電子顕微鏡観察
電子顕微鏡を用いた観察は花市電子顕微鏡技術研究所の高瀬弘嗣さんによって行われた。卵管は固





Leica)を用いて超薄切片 (80–90 nm)を作成し、2% 酢酸ウラニルで 15分間染色し、modified Sato’s
lead溶液 (108)に 5分間つけた後、透過型電子顕微鏡 (JEM-1200EX, 日本電子株式会社)を用いて観
察した。
4.6.1 basal footの方向の統計解析




















得した。細胞輪郭の点集合の座標の平均を細胞の重心と見なし、座標 (x, y)を重心からの極座標 (r, θ)
に置き換えた。5◦間隔の区分 (例：2.5◦− 7.5◦, 7.5◦− 12.5◦等)を取り、それぞれの区分での蛍光シグ
ナルの平均 I(θ)をとった (例：θ = 5◦, 10◦等)。Q1 =
∑
各区分 I(θ) cos 2θ, Q2 =
∑




を表した (線長=P、角度=ϕ)。ただし、cos 2ϕ = Q1/P, sin 2ϕ = Q2/P。この方法に基づけば、PCP
のCoreモジュールに属すタンパク質が示すような、細胞内で対角線上の両端で強い局在を示す場合、
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角度 (ϕ)の偏差 (◦) 強さ (P )の平均 シグナル強度の平均 (I¯) 画像全体の極性の強さ
Celsr1 31.6 5947 976 204.8
Phalloidin 36.7 3506 1015 64.8
n=47細胞
表 4.1 図 4.2の画像全体の極性の特徴









試料の準備 卵管組織は管に沿って開いた後、4%PFA (Paraformaldehyde)の PBS溶液で一晩 4◦C
で固定した。 組織切片作成には、組織をOptimal Cutting Temperature (O.C.T.)溶液 (サクラファ
インテックジャパン株式会社)に入れ、液体窒素で凍結させたのち、クライオスタット (OTF-5000,
Bright Instrument, UK)を用いて作成し、4%PFA溶液で固定した。その後 0.1% Triton X-100の
PBS溶液 (T-PBS)で細胞膜の透過処理を 2回行い、Blocking One (ナカライテスク株式会社)でブ
ロッキングした。
免疫染色に用いた抗体の一覧を表 4.2に示す。一次抗体はBlocking Oneを用いて希釈し、4◦Cで一
晩反応させた。0.1% T-PBSで 3回洗浄し、二次抗体、Texas Red-X phalloidin (Molecular Probes,
1:100)およびHoechst 33258 (Molecular Probes, 1:200,000–1,000,000)を用いて室温で 1時間染色し





座標 (x, y)を重心からの極座標 (r, θ)に置き換えた。(3) 5 °間隔の区分を取り、それぞれの区分での
蛍光シグナルの平均 I(θ)をとった。(4)Q1 =
∑
各区分 I(θ) cos 2θ, Q2 =
∑




(線長=P、角度=ϕ)。ただし、cos 2ϕ = Q1/P, sin 2ϕ = Q2/P。
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図 4.2 Celsr1の細胞境界上での分布の偏りの定量化
(A)解析の元となる免疫染色像。(B, B’) Celsr1のシグナルに対して行った極性の定量化 (中段)。(C,
C’) Phalloidinのシグナルに対してもコントロールとして解析を行った。
観察 組織を観察する際は、スライドグラス上にパンチラベル (ジョインテックスカンパニー)を 3
枚重ねて貼り、パンチラベルの穴の中をマウント溶液 (Fluoromount-G, SouthernBiotech)で満たし、
試料を入れた。観察したい面が上に来るよう試料を整えてカバーグラスを置いて封入した。観察は





径は ImageJ内の Feret’s diameter / MiniFeret、長軸の方向はmajor angle (Fit Ellipse)の値を用い





卵管、脳、肺の組織を摘出して液体窒素で凍結した。RNeasy Kit (QIAGEN)を用いて total RNA
を抽出して、DNase処理後、1µg total RNAから、SuperScript IIまたは III (invitrogen)を用いて
cDNA合成を行った。得られた cDNAに対して各遺伝子のプライマーでPCRを行い増幅の有無を調
48
抗体名　 種類 販売／分与元 使用希釈倍率
一次抗体
Celsr1　 モルモット　 Polyclonal Dr. Fuchs27） 1:100-200
Celsr1　 モルモット　 Polyclonal 本研究 1:100-200
Vangl1　 ウサギ　 Polyclonal Sigma-Aldrich #HPA025235 1:500-1:1000
Vangl2　 ウサギ　 Polyclonal Dr. Montcouquiol110） 1:500
Vangl2　 ウサギ　 Polyclonal 本研究 1:400
Acetylated-　
α-Tubulin　 マウス　Monoclonal Sigma-Aldrich #T7451 1:500-1000
二次抗体
Alexa-conjugated各種抗体 Molecular Probes 1:500
表 4.2 免疫染色で使用した抗体
べた (表 4.3)。PCRの条件はVangl1以外は 94◦C・5分間、(95◦C・20秒間、6◦C・30秒間、72◦C・30




画像処理は各顕微鏡付属のソフトウェアに加え、ImageJ、Irfanview (Irfan Skiljan, http://www.irfan
view.com/)、Photoshop (Adobe)を用いて行った。自己相関解析、および膜タンパク質の極性の定
量化の演算は Excel VBA (Microsoft) によって行われた。角度統計を含むグラフ表示・解析には
Rを用いた。プライマーの設計は Primer3plus (113)を用いた。模式図の作製には Draw (Openof-





プライマー名　 配列 (5’-3’) イズ (bp) 用途
Vangl1-F AGAACAAGAGAAAGACACAAATCAC111） 601 RT-PCR
Vangl1-R CTGCGTATTGCACGATGTCC111） - RT-PCR
Vangl2-F GCTGGACAATGAGTCCACGA 407 RT-PCR
Vangl2-R ACAAGCACCATGAGCAGAGC - RT-PCR
Celsr1-F TCTCAGAGGAACTTCTGCGATG 204 RT-PCR
Celsr1-R CAGGTACCAAGGCACAGAGATG - RT-PCR
Celsr2-F CTGGATGCAGCCAACAAGAG 178 RT-PCR
Celsr2-R CCAGGCGCACTACAGAGATG - RT-PCR
Dvl1-F TTGCCAGACTCAGGACTGGA 246 RT-PCR
Dvl1-R TGCGAGGTTACTGCACAGGT - RT-PCR
Dvl2-F TGTAGGCGAGACGAAGGTGA 248 RT-PCR
Dvl2-R CTGACGACACAAGCCAGGAG - RT-PCR
Pk2-F CACCGTCTGCAATGAGCTTC 171 RT-PCR
Pk2-R TGTCTCATGTGCCAGTGTCA - RT-PCR
Pk3-F AAGAGTTGCGAGCCTTCAGC 450 RT-PCR
Pk3-R CCTCATAGCAGGCACAGCAG - RT-PCR
Fz1-F GGTGGTGTGCAACGACAAGT 327 RT-PCR
Fz1-R AGTGCGTCCACGTTGTTGAG - RT-PCR
Fz2-F CCTCACATGGTCGGTGTTGT 187 RT-PCR
Fz2-R GAAGCGCTCATTGCATACCA - RT-PCR
Fz3-F TGGCTGTGAGCTGGATTGTC 324 RT-PCR
Fz3-R CGCTATAGGCACGCTGACAC - RT-PCR
Fz6-F TTGTCACCAGTACCGCATCC 222 RT-PCR
Fz6-R CAGGACTCTTGCAGCACTCG - RT-PCR
Fz8-F CCGAATCCGTTCAGTCATCA 153 RT-PCR
Fz8-R GGTCGGTTGTGCTGCTCATA - RT-PCR
Ptk7-F AGTCGTGGACAAGCCAGTGA 240 RT-PCR
Ptk7-R GATGGCTGACCATTCTGCAA - RT-PCR
GAPDH-F TGCCATCACTGCCACCCAGAAGACTG 446 RT-PCR
GAPDH-R TGAGGTCCACCACCCTGTTGCTGTAG - RT-PCR
612 GAAAGAGACTGTTGGTGAGC - Celsr1マウス遺伝子型判定
615 CTCTGTTGACTTCTGACTGG - Celsr1マウス遺伝子型判定
613 CCACTCTGCTAACGGTAGG - Celsr1マウス遺伝子型判定
Phil1 AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT - H2B-EGFPマウス遺伝子型判定
pA1 AAGGGGGAGGATTGGGAAGACA - H2B-EGFPマウス遺伝子型判定
Phil3 GGAGCGGGAGAAATGGATATG - H2B-EGFPマウス遺伝子型判定
Sry-M5 GTGGTGAGAGGCACAAGTTGGC112） 147 Sryの遺伝子型判定
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